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INTRODUÇÃO 
O Trypanosoma cruzi é conhecido mundialmente por ser o agente etiológico da 
Doença de Chagas, sendo endêmica no México e nas Américas Central e do Sul (Machado et 
al., 2012). Na América, a incidência de tripanossomíase é aproximadamente 41.200 casos por 
ano, e em média o parasito causa 12.500 mortes a cada ano (Ramírez et al., 2012). O 
Trypanosoma tem ampla distribuição podendo infectar quase todos os tecidos de hospedeiros, 
pertencentes a oito ordens de mamíferos (Rocha et al., 2013). A Mata Atlântica é um dos 
biomas com a maior riqueza de mamíferos (De Carvalho & De Oliveira, 2015). 
É importante o levantamento de informações sobre os potenciais reservatórios de T. 
cruzi, e assim, contribuir para estabelecimento de padrões adequados de vigilância 
epidemiológica. Ademais, alguns estudos mostram que a reação em cadeia da polimerase 
(PCR) é melhor técnica para detectar T. cruzi no sangue de humano e de cão (Miyamoto et al., 
2006), sendo que os ensaios de PCR de minicírculos de kDNA são de alta sensibilidade (Ortiz 
et al., 2012).  Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a presença e a frequência de 
Trypanosoma cruzi em mamíferos silvestres provenientes da Mata Atlântica, Bahia, 
utilizando a técnica de PCR-kDNA no diagnóstico molecular do protozoário. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
A amostragem concentrou-se na Mata Atlântica, sendo que a origem dos mamíferos 
silvestres foram os municípios da Bahia: Elísio Medrado (oito animais), Ibirapitanga (três 
animais), Igrapiúna (37 animais), Iraquara (um animal), Lençóis (um animal), Nilo Peçanha 
(dois animais) e Varzedo (17 animais). O trabalho teve parecer favorável pelo Comissão de 
Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) 
(Processo n° 011/2016). A detecção molecular foi realizada para investigação de T. cruzi em 
pool de tecidos de diferentes órgãos (encéfalo, coração, pulmão, rins, baço ou/e fígado) de 69 
animais silvestres das ordens: 18 Chiroptera, 22 Didelphimorphia e 29 Rodentia.  
Primeiramente, foi realizado o processamento das amostras de pool, seguida a 
extração de DNA utilizando o kit comercial PureLink®GenomicDNA. Depois, no 
equipamento Nanodrop foram calculadas a concentração e a pureza do DNA a 260 nm e 280 
nm. Para detecção molecular do protozoário foi realizada a técnica de PCR, sendo que cada 
alíquota do produto da extração de DNA foi submetida à amplificação específica do 
fragmento com 330 pb, que corresponde a regiões variáveis do kDNA minicírculo (Vago et 
al., 2000). Para isso, foram utilizados os primers, o 121 (5’-
AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3’) e o 122 (5’-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’), cuja as condições variavam na tentativa de 
encontrar uma reação padrão da detecção molecular de T. cruzi (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Condições de reação em cadeia da polimerase avaliadas na detecção molecular de Trypanosoma cruzi. 
 Condições de reação 
Componentes do mix de reação/ 
temperatura de anelamento 1 2 3 4 5 6 
Tampão 10X (µl) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
MgCl2 (50mM) (µl) 0,75 0,75 0,75 1 0,75 0,75 
dNTP (2,5mM) (µl) 1,5 1,5 1 1 1 1 
Primer 121 (µl) 1,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 
Primer 122 (µl) 1,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 
Taq (5U/μl) (µl) 0,25 0,25 0,2 0,2 0,2 0,2 
H2O (µl) 15 16 18,55 18,55 18,55 17,55 
TOTAL (μl) 23 23 24 24 24 23 
Amostra de DNA (μl) 2 2 1 1 1 2 
Anelamento 63°C 63°C 63°C 63°C 65°C 63°C 
 
As reações foram realizadas no termociclador programado com: primeiro passo de 3 
min a 94 °C; seguido por 35 ciclos com desnaturação a 94 °C por 45s, anelamento a 63 °C por 
45s e a fase de extensão a 72 °C durante 45 s; e por último 72 °C por 10 min. A seguir, os 
produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com BioRed® através de 
um transiluminador de luz UV e do programa LPix Image da Loccus Biotecnologia. 
As frequências de positividade para a presença de Trypanosoma cruzi foram 
comparadas entre as ordens e entre as localidades pelo teste não paramétrico de Qui-quadrado 
e o teste G de Willians, considerando-se os resultados significativos com valores de P<0,05. 
Ademais, foi elaborado mapa com as coordenadas dos locais de amostragem realizando o 
georreferenciamento usando software QGIS 2.14.12-Essen, sendo realizada estimativa Kernel 
para inferir os locais com maior ocorrência dos reservatórios do protozoário. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Foram realizados vários métodos de PCR de kDNA, na primeira condição de reação 
houve amplificação de uma (DM 0477) com a concentração de 1,7 ng/μl de DNA, essa 
primeira condição de reação foi repetida com a concentração do DNA extraído das amostras 
diluídas a uma concentração de 1,7 ng/μl, havendo amplificação de DM 0477 com a formação 
de uma banda entre 300 pb e 400 pb do produto esperado e outra banda com mais de 400 pb. 
Concentrações mais elevadas de primers podem promover o acúmulo de produtos não 
específicos e dímero de primer, que podem servir como substratos para PCR, competindo 
com os produtos desejados pelos dNTPs, Taq e iniciadores usados na PCR (Innis & Gelfand, 
2012). Dessa forma, foi realizada uma segunda condição de PCR, em que houve a 
amplificação da maioria das amostras examinadas e é possível visualizar bandas inespecíficas. 
Em uma investigação de triatomíneos da Bahia por infecção por T. cruzi utilizando o 
método de kDNA-PCR, com os iniciadores 121 e 122, algumas amostras, incluindo o controle 
positivo para T. cruzi, amplificaram uma banda adicional de aproximadamente 600 pb, 
todavia, é suficiente dizer que a amostra é positiva quando é observado pelo menos um 
produto esperado (Haidamak et al., 2016). Alguns conjuntos de iniciadores permitem a 
presença de várias bandas devido à amplificação de mais de uma repetição de genes que 
ocorrem em múltiplas cópias em tandem (Desquesnes & Dávila, 2002). 
Em um estudo realizado no Distrito Federal do Brasil com animais silvestres, as 
reações de PCR obtidas utilizando os iniciadores S35 e S36 foi possível observar que esses 
iniciadores produziram um amplificado de 330 pb quando estava presente o T. cruzi e um 
amplificado de 300 a 450 pb no controle positivo de Trypanosoma rangeli (Vallejo et al., 
2003). T. rangeli não é patogênico, sendo encontrado na América Central e do Sul, áreas de 
sobreposição com T. cruzi, em que ambos os parasitos podem produzir infecções simultâneas 
nos hospedeiros e vetores (Meneguetti et al., 2014). 
Devido a formação de grande quantidade de bandas na segunda condição, houve 
diminuição ainda mais na quantidade de primers, além de diminuir a quantidade de dNTP e 
Taq, conforme descrito para reação de terceira condição. Porém, ainda foi possível observar a 
amplificação de bandas inespecíficas, incluindo o controle positivo. Como a concentração de 
magnésio pode afetar o anelamento dos primers, em que o aumento de MgCl2 pode ter efeitos 
na especificidade e rendimento da amplificação (Innis & Gelfand, 2012), foi realizada a 
reação de quarta condição. Contudo, ainda se visualizou à amplificação de bandas adicionais, 
incluindo o controle positivo em que ocorreu a formação de várias bandas inespecíficas. 
Aumentar a temperatura de anelamento pode garantir uma vantagem competitiva com 
o alvo do amplicon (Hecker & Roux, 1996). Realizou-se a quinta condição, em que houve a 
formação de bandas fracas e as amostras que anteriormente amplificaram foram negativas na 
quinta condição de PCR, em seguida se realizou a sexta condição de reação de PCR, porém 
houve a formação de bandas fracas. Se pouco ou nenhum produto for detectado sugere-se: 
adicionar, estender ou aumentar a temperatura do passo inicial de desnaturação antes do ciclo; 
realizar a nested-PCR; trocar o conjunto de primers utilizados por (Roux, 2009). 
Analisando as seis condições de PCR, das 50 amostras que coincidiram o resultado nas 
diferentes PCRs 37 (74 %; IC 95 %: 59,66 – 85,37) houve amplificação da região míniciculo 
kDNA utilizando os primers 121 e 122. Dentre as quais, 10 (20%; IC: 95 %; 10,03 – 33,72) 
positivas foram ordem Chiroptera, 12 (24 %; IC 95%: 13,06 – 38,17) Didelphimorphia e 15 
(30%; IC 95%: 17,86 – 44,61) Rodentia, sendo que a prevalência entre as ordens não foi 
estatisticamente significativamente (G = 0,6234; Valor de P = 0,7322). 
Em relação ao tipo de pool houve amplificação quando envolvia baço, coração, fígado, 
pulmões e rins, sendo que as amostras processadas com pulmões tiveram positividade 12,5 
vezes maior do que o pool sem pulmões, ademais amostras de encéfalo foram negativas. Em 
relação ao mapa de distribuição espacial pela estimativa de densidade de Kernel para amostras 
de mamíferos silvestres que amplificaram através da técnica de kDNA-PCR indica as áreas 
que tiveram altas taxas de ocorrências de protozoário, entre elas a região de Igrapiúna com 20 
positivos (83,33%; IC 95%: 62,62 – 95,26), Elísio Medrado com três positivos (42,86%; IC 
95%: 9,90 – 81,59) e Varzedo com nove positivos (64,29%; IC 95 %: 35,14 – 87,24) (Figura 
1), a frequência entre elas não foi estatisticamente significante (G = 4,3401; G.L.= 2; p = 
0,1142). 
 
Figura 1. Mapa de estimativa de densidade de Kernel nas localidades de coleta a partir de tecidos de órgãos de 
mamíferos silvestres que amplificaram a região míniciculo kDNA utilizando os primers 121 e 122. Feira de 
Santana, 2017. 
 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
O presente estudo exibe a importância epidemiológica da investigação de 
Trypanosoma cruzi em mamíferos selvagens, sendo necessário o sequenciamento das 
amostras que amplificaram ou realizar outras condições de reação, como usar nested-PCR ou 
utilizar outros primers para identificação das possíveis linhagens do T. cruzi ou se existe 
outros Trypanosoma, como T. rangeli sendo amplificados com padrão de bandas diferentes. 
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